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Modelo experimental de neuroinflamación, procedimiento
de obtención y sus aplicaciones.
El modelo experimental de neuroinflamación consiste en
un animal no humano transgénico caracterizado porque
expresa, exclusivamente en astrocitos, una forma muta-
da de calcineurina que carece de la totalidad o parte del
dominio de unión de calmodulina y/o del dominio auto-
inhibitorio. Dicho modelo animal puede ser utilizado para
estudiar y evaluar la progresión de enfermedades neuro-
degenerativas que cursan con neuroinflamación y altera-
ciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflama-
ción que conducen a la muerte neuronal, así como para
identificar compuestos anti-inflamatorios cuyo efecto anti-
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DESCRIPCIÓN
Modelo experimental de neuroinflamación, procedimiento de obtención y sus aplicaciones.
Campo de la invención
La presente invención se relaciona con modelos animales de neuroinflamación útiles para estudiar y evaluar la pro-
gresión de enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación y alteraciones neurológicas patológicas
ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, así como para identificar drogas anti-inflamatorias
cuyo efecto anti-inflamatorio es debido a una estimulación de la calcineurina astrocitaria.
Antecedentes de la invención
Las enfermedades neurodegenerativas que cursan con muerte neuronal están creciendo alarmantemente en los
países desarrollados debido a diversos factores, entre ellos, el paulatino envejecimiento de la población y los cambios
en el estilo de vida. No existe todavía ningún tratamiento adecuado para dichas enfermedades.
El estudio de los procesos patogénicos implicados en distintas enfermedades neurodegenerativas así como en
alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, tales como, por
ejemplo, Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Parkinson, Enfermedad de Huntington, ictus, trauma o esclerosis
múltiple, ha evidenciado que cursan con un mecanismo común consistente en la inflamación del tejido nervioso.
La neuroinflamación es un proceso complejo que implica a células del sistema inmune y del sistema nervioso
central (SNC), que tienen el propósito de reparar el daño producido. La inflamación es parte de un proceso fisiológico
de reparación; sin embargo, cuando este proceso no es controlado, el proceso inflamatorio se extiende, la inflamación
pierde su función reparadora y puede ser la causa del daño. La respuesta inflamatoria en el SNC se piensa que favorece
más al daño que a la función reparadora y podría explicar la mayoría de las patologías del SNC. Por ello, en los
últimos años, numerosas tentativas terapéuticas han ido encaminadas a paliarla. Sin embargo, de momento, no parece
que ningún fármaco haya resultado útil para detener la neuroinflamación.
Parece existir un sistema fisiológico para defenderse de agresiones que conducen a disfunción y muerte neuronal.
En un estudio previo se ha visto que el factor de crecimiento similar a la insulina de tipo I (IGF-I) es capaz de modular
in vitro la respuesta inflamatoria astrocitaria a ciertas citoquinas, en un proceso que es inhibible por ciclosporina A, lo
que sugiere que lo hace a través de la estimulación de la calcineurina (Pons S, Torres-Aleman I. Insulin-like growth
factor-I stimulates dephosphorylation of ikappa B through the serine phosphatase calcineurin (protein phosphatase
2B). J. Biol.Chem. 2000; 275(49):38620-5). Por tanto, un posible enfoque terapéutico a los procesos que cursan
con disfunción y muerte neuronal consiste en potenciar dicho sistema defensivo mediante drogas que lo estimulen.
Una manera de hacerlo consiste en utilizar derivados de las substancias protectoras endógenas como fármacos. En
este sentido, se han empleado factores neuroprotectores tales como las neurotrofinas NGF (factor de crecimiento del
nervio), BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro) o CNTF (factor neurotrófico ciliar) entre otros. Sin embargo,
el empleo de dichas substancias plantea dificultades de diverso tipo, desde la forma adecuada de administrarlas para
que lleguen al tejido nervioso enfermo hasta evitar efectos colaterales no deseados. Una estrategia alternativa consiste
en utilizar drogas que modulen las rutas moleculares implicadas en las acciones neuroprotectoras de dichas substancias
endógenas.
Ahora se ha encontrado, sorprendentemente, que una fosfatasa, la calcineurina, parece estar implicada en el proceso
de protección frente a la neuroinflamación, en contra de lo que se creía ya que tradicionalmente se ha empleado
la inhibición de esa fosfatasa, por ejemplo, con ciclosporina A, como un medio terapéutico para frenar procesos
inflamatorios en tejidos fuera del sistema nervioso. Este hallazgo permite desarrollar un nuevo procedimiento de
identificación de compuestos terapéuticos para enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación
y/o para el tratamiento de alteraciones patológicas neurológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte
neuronal, basado en el empleo de compuestos con actividad calcineurina o que activen la calcineurina para detener la
muerte neuronal por neuroinflamación. Tales compuestos pueden constituir una terapia adyuvante en el tratamiento
con fármacos neuroprotectores en general ya que facilitan su actuación al frenar el proceso patogénico.
La calcineurina es una de las principales proteínas de unión de calmodulina en el cerebro y juega un papel crítico
en el acoplamiento de las señales de Ca2+ a respuestas celulares así como en la activación de células T. Su estimulación
por calmodulina asegura la regulación coordinada de su actividad fosfatasa bajo el control de Ca2+/calmodulina. La cal-
cineurina desfosforila numerosas fosfoproteínas, incluyendo, histonas, la cadena ligera de la miosina y la sub-unidad
regulatoria de la kinasa dependiente de cAMP. La calcineurina es un heterodímero compuesto por la calcineurina A,
una sub-unidad catalítica de aproximadamente 60 kDa y por la calcinerurina B, una sub-unidad de aproximadamente
19 kDa regulatoria de la unión del Ca2+. Para una revisión sobre la calcineurina, su estructura, organización funcional
de dominios, regulación por calcio y funciones puede véase, por ejemplo, Klee et al., Minireview: “Regulation of the
Calmodulin-stimulated Protein Phosphatase, Calcineurin”, 1998, J. Biol. Chem. 273(2):13367-13370.
La calcineurina desempeña un papel en la inhibición de la muerte neuronal por neurotoxicidad mediada por gluta-
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Compendio de la invención
Ahora se ha encontrado, sorprendentemente, que la sobreexpresión de calcineurina en astrocitos, tanto en culti-
vos primarios de dichas células gliales como en ratones transgénicos, protege a las neuronas de la muerte inducida
por agentes inflamatorios. Por tanto, la calcineurina constituye una nueva diana terapéutica para el tratamiento de en-
fermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación y/o para el tratamiento de alteraciones patológicas
neurológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, en particular, para el tratamiento de la
fase inflamatoria de dichas enfermedades y alteraciones patológicas, lo que permite establecer un nuevo modelo expe-
rimental para el cribaje de compuestos potencialmente útiles para el tratamiento de dichas enfermedades y alteraciones
patológicas.
Por tanto, en un aspecto, la invención se relaciona con un procedimiento para la identificación de compuestos
anti-inflamatorios cuyo efecto anti-inflamatorio se basa en la activación de la calcineurina astrocitaria para detener la
muerte neuronal por neuroinflamación. En una realización particular, se proponen dos pasos de identificación de tales
compuestos, uno, in vitro, como sistema de alto rendimiento para cribaje inicial en células del sistema nervioso, y
otro, in vivo, utilizando animales modelo de experimentación que expresan, exclusivamente en astrocitos, una variante
activa de calcineurina, bien de forma regulable o no regulable.
Las construcciones génicas que contienen la secuencia codificante de dicha variante activa de calcineurina bajo el
control de un promotor, tal como un promotor funcional en astrocitos, los plásmidos o vectores que contienen dichas
construcciones génicas así como los cultivos de astrocitos transfectados con dichos vectores constituyen un aspecto
adicional de esta invención. Dichos cultivos de astrocitos transfectados pueden ser utilizados en un procedimiento para
la identificación in vitro de compuestos anti-inflamatorios cuyo efecto anti-inflamatorio se basa en la activación de la
calcineurina astrocitaria para detener la muerte neuronal por neuroinflamación.
En otro aspecto, la invención se relaciona con unos animales no humanos transgénicos que expresan, exclusiva-
mente en astrocitos, una variante activa de calcineurina, bien de forma regulable o de forma no regulable; dichos
animales no humanos son útiles para identificar in vivo compuestos anti-inflamatorios cuyo efecto anti-inflamatorio
se basa en la activación de la calcineurina astrocitaria, con lo que se puede llegar a detener la muerte neuronal por
neuroinflamación. Dichos animales no humanos transgénicos constituyen un aspecto adicional de esta invención. En
una realización particular, dichos animales no humanos transgénicos expresan la calcineurina astrocitaria de forma
regulable (inducible) y han sido obtenidos mediante el cruce de dos líneas transgénicas parentales que incorporan los
elementos de regulación de la expresión de la calcineurina astrocitaria. Algunas de las líneas transgénicas parenta-
les utilizadas para la obtención de dichos animales no humanos transgénicos constituyen aspectos adicionales de la
presente invención.
En otro aspecto, la invención se relaciona con el empleo de dichos animales no humanos transgénicos que expre-
san, exclusivamente en astrocitos, una variante activa de calcineurina, para estudiar los mecanismos etiopatogénicos
de enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación o alteraciones neurológicas patológicas oca-
sionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, o para identificar enfermedades neurodegenerativas
que cursan con neuroinflamación o alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que condu-
cen a la muerte neuronal, o para evaluar el curso o progresión de enfermedades neurodegenerativas que cursan con
neuroinflamación o alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neu-
ronal, o para identificar y evaluar compuestos potencialmente terapéuticos frente a enfermedades neurodegenerativas
que cursan con neuroinflamación o alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que condu-
cen a la muerte neuronal, o para identificar compuestos anti-inflamatorios que actúen estimulando la calcineurina
astrocitaria.
En otro aspecto, la invención se relaciona con un procedimiento para la identificación de un compuesto poten-
cialmente útil para bloquear la muerte neuronal por inflamación, basado en su capacidad de estimular la calcineurina
astrocitaria.
En otro aspecto, la invención se relaciona con una composición farmacéutica que comprende una cantidad tera-
péuticamente eficaz de un compuesto antagonista de los procesos de muerte neuronal por inflamación seleccionado
entre calcineurina y un activador de la calcineurina astrocitaria, y, opcionalmente, un excipiente farmacéuticamente
aceptable.
En otro aspecto, la invención se relaciona con el empleo de calcineurina o un activador de calcineurina astroci-
taria en la elaboración de una composición farmacéutica para el tratamiento o profilaxis de enfermedades neurode-
generativas que cursan con neuroinflamación y/o alteraciones patológicas neurológicas ocasionadas en mamíferos,
preferentemente en humanos, por inflamación que conducen a la muerte neuronal.
En otro aspecto, la invención se relaciona con un vector que comprende la secuencia de nucleótidos codificante de
una forma mutada no funcional dominante de calcineurina astrocitaria bajo el control de un promotor.
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En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para obtener un modelo animal no humano de una
enfermedad neurodegenerativa que comprende cruzar dicho animal no humano transgénico proporcionado por esta
invención, con un animal de la misma especie, bien tipo salvaje (wt) o bien manipulado genéticamente con genes im-
plicados en enfermedades neurodegenerativas, y separar los animales útiles como modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas. Los animales no humanos obtenibles según dicho método constituyen un aspecto adicional de
esta invención.
Breve descripción de las figuras
La Figura 1 muestra el resultado de unos inmunoblots ilustrativos de que la sobreexpresión de calcineurina en
astrocitos anula la expresión de moléculas inflamatorias. Después de un estímulo inflamatorio con factor de necrosis
tumoral alfa (TNFα) (10 ng/ml) o con lipopolisacárido (LPS) bacteriano (1 µg/ml) [Ejemplo 1], la calcineurina astroci-
taria es capaz de inhibir la expresión de moléculas implicadas en la cascada inflamatoria tales como la ciclooxigenasa
2 (COX-2, panel A) y la óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS2, panel B). Los blots inferiores muestran el contenido
de β actina para indicar la misma carga de proteína por carril.
La Figura 2 consiste en unos diagramas de barras ilustrativos de que la respuesta anti-inflamatoria tras la sobreex-
presión de calcineurina astrocitaria es mediada por la inhibición de los factores de transcripción NFkB (factor nuclear
kappa B (NFkB) y NFAT (factor nuclear de células T activadas). Para determinar la actividad de dos factores de
transcripción implicados en mecanismos de inflamación, tales como NFkB y NFAT, cultivos de astrocitos transfec-
tados con el vector identificado como p∆CaN en esta descripción (Ejemplo 1), fueron co-transfectados con sistemas
reporteros para NFkB (panel A) o NFAT (panel B). Dichos sistemas reporteros consisten en plásmidos que llevan en
3’ secuencias de ADN de activación por NFkB o NFAT (pNFkB o pNFAT) y una secuencia de la fosfatasa alcalina
secretable (SEAP) con lo que la activación de dichos factores de transcripción es medida por la luminiscencia de la
fosfatasa alcalina secretada al medio (SEAP reporter system, Roche). Los cultivos control llevan los vectores vacíos
pCMV (Clontech). Tras la estimulación con los agentes inflamatorios LPS o TNFα (datos no mostrados), se observó
una inhibición de la estimulación de dichos factores de transcripción en los astrocitos co-transfectados con p∆CaN
y pNFkB (p∆CaN + pNFkB) o con p∆CaN y pNFAT (p∆CaN + pNFAT). Los astrocitos que expresan p∆CaN no
muestran niveles detectables de actividad de los factores de transcripción tras estimulación con LPS. Estos resulta-
dos demuestran que la inhibición de la inflamación por calcineurina incluye la inhibición de la actividad de NFkB y
NFAT.
La Figura 3 consiste en unos diagramas de barras ilustrativos de que la calcineurina astrocitaria detiene la muerte
neuronal por apoptosis tras estímulos inflamatorios. Co-cultivos de neuronas y astrocitos transfectados con p∆CaN o
con el vector vacío (pCMV) fueron estimulados con TNFα (panel A) o con LPS (panel B), y, a los tiempos indicados, se
midió la apoptosis neuronal mediante inmunofluorescencia para caspasa-3 activa (Cell Signaling 1:500). Los cultivos
se contratiñeron para determinar neuronas con el anticuerpo anti-β-tubulina III (1:3000, Promega). Los resultados
ponen de manifiesto que la expresión de calcineurina en astrocitos es suficiente para detener la muerte neuronal por
apoptosis evaluada mediante la disminución de los niveles de caspasa-3 en el núcleo celular con microscopía confocal.
La Figura 4 consiste en unos diagramas de barras ilustrativos de que la calcineurina astrocitaria protege a las neuro-
nas de la acumulación tóxica de especies reactivas de oxígeno (ROS) generadas en la inflamación. La determinación de
ROS se realizó en co-cultivos de neuronas-astrocitos transfectados con p∆CaN añadiendo diclorofluoresceína diaceta-
to, después de inducir la inflamación bien con LPS (panel A) o con TNFα (panel B). Los cultivos control contenían el
vector vacío (pCMV). Puede observarse que los cultivos de astrocitos solos no producen ROS en respuesta a estímulos
pro-inflamatorios (LPS o TNFα).
La Figura 5 es un diagrama explicativo del sistema Tet-off (Clontech) para la expresión inducible de calcineurina
en astrocitos. Se genera una primera construcción transgénica que contiene el promotor de la proteína glial fibrilar
ácida murina (mGFAP) específico de astrocitos que dirige la expresión de la proteína bacteriana artificial tTA. Esta
construcción se introduce por técnicas convencionales de transgénesis en animales no humanos, por ejemplo, ratones,
generándose la 1ª línea transgénica de animales no humanos. La 2ª línea transgénica de animales no humanos, por
ejemplo, de ratones, se genera mediante el empleo de una construcción que contiene un sitio sensible a tTA (TRE)
localizado inmediatamente antes del promotor (P) de expresión en células de mamífero de citomegalovirus (CMV)
que, al activarse por TRE, dirige la expresión de una forma mutada (variante) de calcineurina (∆CaN) que tiene la
propiedad de ser constitutivamente activa. Una vez obtenidas estas dos líneas transgénicas independientes se cruzan
entre sí (X) para obtener una línea doblemente transgénica que tiene la propiedad de expresar dicha ∆CaN sólo en
astrocitos, únicamente cuando el animal tiene la tTA activa. Esta proteína se inactiva mediante la administración en el
agua de bebida de doxiciclina (Dox), un análogo de tetraciclina.
La Figura 6 consiste en unos diagramas de barras ilustrativos de que la calcineurina astrocitaria reduce el nivel de
proteínas inflamatorias que se producen en la corteza cerebral tras un estímulo inflamatorio. En animales transgénicos
dobles (AIC), que expresan de forma inducible una variante activa de calcineurina (∆CaN) en astrocitos, la expresión
de COX-2 e iNOS2 está muy reducida tras la estimulación con el agente inflamatorio LPS en la corteza cerebral. A los
animales AIC ± DOX se les administró LPS (0,5 µg/ml) mediante estereotaxia en las coordenadas (anteroposterior:
- 1,3 mm; ventral: 3 mm y lateral: -1,5 mm). Después de 3 días, los animales fueron sacrificados bajo anestesia
(tribromoetanol 0,5 g/kg). Bloques (1 mm3) de corteza cerebral alrededor del sitio de inyección se homogeneizaron y
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de COX-2 (panel A) e iNOS2 (panel B). Los resultados in vivo ponen de manifiesto que la calcineurina reduce la
producción de moléculas inflamatorias (COX-2 e iNOS2).
La Figura 7 consiste en unas fotografías ilustrativas de que la sobreexpresión de calcineurina astrocitaria produce
una reducción de la reacción glial en el área que rodea a la lesión. En ratones AIC se observó una disminución de la
reacción glial que se produce alrededor de una lesión traumática, a diferencia de los animales AIC+Dox que tienen
bloqueada la expresión de calcineurina mediante la administración de doxiciclina (Dox). La reacción glial se evaluó
por inmunofluorescencia con un anticuerpo anti- MHCII que detecta microglia reactiva.
Descripción detallada de la invención
1. Calcineurina: Diana terapéutica
La invención se basa en la identificación y explotación de una nueva diana terapéutica para el tratamiento de en-
fermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación y alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas
por inflamación que conducen a la muerte neuronal, que permite establecer un nuevo modelo experimental para el
estudio de dichas patologías y para el cribaje (identificación y/o selección) de compuestos potencialmente útiles para
el tratamiento de dichas enfermedades y alteraciones patológicas neurológicas.
Tal como aquí se utiliza, el término “enfermedad neurodegenerativa” se refiere a una enfermedad asociada con
una pérdida progresiva y específica de neuronas (muerte neuronal), por ejemplo, la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Huntington, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad inflamatoria cerebral, la esclerosis múltiple,
la esclerosis lateral amiotrófica, la demencia asociada al virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), etc. Como es
conocido, el proceso de muerte neuronal provoca, en algún momento de su desarrollo, una reacción inflamatoria local,
por lo que deteniendo la inflamación, la evolución de la enfermedad se retarda o se detiene.
El término “neuroinflamación”, tal como aquí se utiliza, es un término general que describe los cambios caracte-
rísticos que suceden en el cerebro o en la médula espinal en respuesta a un daño autoinmune, infeccioso, isquémico o
traumático. En general, la neuroinflamación se caracteriza por una activación y/o proliferación de células gliales en el
lugar de la lesión.
Asimismo, el término “enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación” incluye enfermeda-
des neurodegenerativas en las que el proceso neurodegenerativo incluye un proceso neuroinflamatorio que puede ser
la causa inicial de la muerte neuronal o que puede estar asociado a la causa inicial de la muerte neuronal; estas dos
posibilidades no se han podido distinguir con seguridad salvo en el caso de la Esclerosis Múltiple en donde existe una
sólida evidencia de que el proceso inflamatorio es el que inicia la muerte neuronal. Ejemplos ilustrativos, no limitati-
vos, de enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación incluyen la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la enfermedad inflamatoria cerebral, la esclerosis múltiple,
la esclerosis lateral amiotrófica, la demencia asociada al virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), etc.
El término “alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuro-
nal” incluye toda alteración neurológica, causada por inflamación, que produce como resultado la muerte neuronal.
Ejemplos ilustrativos no limitativos de dichas alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que
conducen a la muerte neuronal incluyen la demencia producida por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)
causante del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), las lesiones cerebrales y espinales traumáticas, el in-
farto o isquemia cerebral, las enfermedades causadas por priones, por ejemplo, la enfermedad de Creutzfeld-Jacob,
etc.
La nueva diana terapéutica identificada en la presente invención es la enzima calcineurina, una fosfatasa, cuyo
papel en la inhibición de la neuroinflamación no era conocido. De hecho, tradicionalmente, la calcineurina ha sido
considerada como una mediadora de procesos pro-inflamatorios. En una realización particular, el nuevo modelo ex-
perimental proporcionado por esta invención para el cribaje de compuestos potencialmente útiles para el tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación y alteraciones neurológicas patológicas oca-
sionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, basado en la calcineurina, comprende una fase in vitro
como sistema de alto rendimiento para cribaje inicial de compuestos potencialmente útiles en astrocitos, y una fase
in vivo, para validación pre-clínica de los compuestos seleccionados, utilizando animales modelo de experimentación
que expresan, exclusivamente en astrocitos, una variante activa de calcineurina bien de forma regulable o no regulable.
Se sabe que la glia activada (astrocitos y microglía) contribuye al daño neuronal, vía la liberación de factores
proinflamatorios y neurotóxicos. Dichos factores incluyen citoquinas proinflamatorias, tales como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFα) y la interleuquina 1 (IL-1), especies reactivas de nitrógeno, proteasas, especies reactivas de
oxígeno (ROS), eicosanoides y aminoácidos excitatorios (Gao H-M, Liu B, Zhang W and Hong J-S. Novel anti-
inflammatory therapy for Parkinson’s disease. Trends Pharmacol. Sci. 2003; 24: 395-401).
Ahora se ha observado que la sobreexpresión de calcineurina en astrocitos, tanto en cultivos primarios como en
ratones transgénicos, protege a las neuronas de la muerte inducida por agentes inflamatorios. En concreto, ante una
infección o estímulo inflamatorio, la calcineurina es capaz de inhibir la cascada de la reacción inflamatoria impidiendo
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factores NFkB y NFAT. Este bloqueo redunda en la inhibición de la liberación de señales o citoquinas inflamatorias en
el entorno neuronal por lo que protege a las neuronas de la muerte por inflamación. Por tanto, diferentes enfermedades
neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación, así como alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por
inflamación que conducen a la muerte neuronal, pueden ser objeto de tratamiento mediante calcineurina y/o activadores
de calcineurina con el fin de detener la muerte neuronal por inflamación.
En la presente invención se ha empleado un modelo de muerte por inflamación en el que se utilizan dos agentes
inflamatorios indistintamente, una citoquina pro-inflamatoria (TNFα) o una toxina bacteriana (LPS) (Alían SM &
Rothwell NJ. Cytokines and acute neurodegeneration. Nature Rev. Neurosci. 2001; 2:734-44; Kim Y, Moon JS, Lee
KS, Park SY, Cheong J, Kang HS, Lee HY, and Kimb HD. Ca2+/calmodulin-dependent protein phosphatase calcineu-
rin mediates the expression of iNOS through IKK and NFκB activity in LPS-stimulated mouse peritoneal macrophages
and RAW 264.7 cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2004; 314:695-703).
En un experimento de la presente invención, dichos agentes inflamatorios (TNFα y LPS) se administraron a cultivos
de astrocitos primarios de rata previamente transfectados con un plásmido, denominado p∆CaN en esta descripción
(Ejemplo 1), que comprende, bajo el control del promotor mínimo de expresión en células de mamífero de CMV, una
secuencia de ácido nucleico que codifica una variante activa de calcineurina truncada que carece de los dominios de
unión de calmodulina y autoinhibitorio que comprende del aminoácido 1 al 390 de la secuencia de aminoácidos de la
calcineurina A, isoforma Aα. Ante un estímulo inflamatorio, dicha variante activa de calcineurina expresada por los
astrocitos transfectados es capaz de inhibir la expresión de moléculas implicadas en la cascada inflamatoria tales como
COX-2 e iNOS2 (Ejemplo 1, Figura 1).
En otro experimento de la presente invención se observó que la inhibición de la respuesta inflamatoria ejercida
por la calcineurina era mediada a través de la inhibición de factores de transcripción de la cascada inflamatoria, tales
como NFkB y NFAT. Para ello, cultivos de astrocitos de rata transfectados con dicho plásmido p∆CaN fueron co-
transfectados con sistemas reporteros para NFkB o para NFAT que consistían en unos plásmidos que llevaban en 3’
secuencias de ADN de activación por NFkB o NFAT, denominados pNFkB y pNFAT, respectivamente, y una secuencia
de nucleótidos que codifica la forma secretada de la fosfatasa alcalina como sistema reportero (SEAP reporter system,
Roche) con lo que la activación de dichos factores de transcripción puede medirse por la luminiscencia de la fosfatasa
alcalina secretada al medio. Tras la estimulación con los agentes inflamatorios LPS o TNFα, se observó una inhibición
de dichos factores de transcripción. Estos resultados ponen de manifiesto que, en cultivos de astrocitos co-transfectados
con calcineurina y con sistemas reporteros para NFkB o NFAT, se producía una inhibición de dichos factores de
trancripción cuando se les estimulaba con los agentes inflamatorios LPS o TNFα a diferencia de los controles (Figura
2).
En otro experimento de la presente invención, se ha demostrado que la calcineurina astrocitaria era capaz de
detener la muerte neuronal tras un estímulo inflamatorio en co-cultivos de astrocitos-neuronas. Brevemente, dichos
co-cultivos se transfectaron con p∆CaN y, tras estimulación con TNFα o LPS a diferentes tiempos (Figura 3) se
midió la apoptosis neuronal mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo frente a caspasa-3 activa (Cell Sig-
naling 1:500). Los cultivos se contratiñeron para determinar neuronas con el anticuerpo anti-β-tubulina III (1:3000,
Promega). Los resultados pusieron de manifiesto que la expresión de calcineurina en astrocitos era capaz de dete-
ner la muerte neuronal por apoptosis evaluada por la disminución de los niveles de caspasa-3 en el núcleo celular
(microscopía confocal) a las 3 horas (TNFα) o a las 15 horas (LPS) de iniciada la cascada proinflamatoria (Figura
3).
Asimismo, en otro experimento de la presente invención se puso de manifiesto que la sobreexpresión de calcineuri-
na en astrocitos protegía a las neuronas de la acumulación de ROS, otro marcador de muerte neuronal por mecanismos
inflamatorios. En este caso particular, la determinación de ROS se hizo en co-cultivos de astrocitos-neuronas añadiendo
un compuesto, la diclorofluoresceína diacetato (DCFDA) que, ante la presencia de peróxido de hidrógeno intracelular,
se oxida convirtiéndose en un compuesto fluorescente, la diclorofluoresceína (Ejemplo 2, Figura 4).
Para la realización de los experimentos in vitro previamente mencionados se obtuvo previamente un vector, el
denominado p∆CaN en esta descripción (Ejemplo 1), que comprende la secuencia de nucleótidos codificante de una
variante activa de calcineurina bajo el control de un promotor de CMV. Dicho vector se utilizó para transfectar astro-
citos.
Adicionalmente, para la realización de experimentos in vivo, se generaron unos animales no humanos (ratones)
transgénicos que expresaban una forma permanentemente activa de calcineurina únicamente en astrocitos. Dichos ani-
males no humanos transgénicos pueden ser utilizados, por ejemplo, como modelos experimentales para identificar in
vivo compuestos anti-inflamatorios cuyo efecto anti-inflamatorio se basa en la activación de la calcineurina astrocitaria
con el fin de detener la muerte neuronal por neuroinflamación, y constituyen un aspecto adicional de esta invención.
Asimismo, dichos animales pueden ser utilizados, entre otras aplicaciones, para estudiar e identificar enfermedades
humanas neurodegenerativas que cursen con procesos inflamatorios en los que interviene la calcineurina o alteraciones
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2. Animal no humano transgénico de la invención
En otro aspecto, la invención se relaciona con un animal no humano transgénico, en adelante, animal no huma-
no transgénico de la invención, caracterizado porque expresa, exclusivamente en astrocitos, una variante activa de
calcineurina.
La calcineurina es un heterodímero compuesto por una sub-unidad catalítica (calcineurina A) y una sub-unidad
regulatoria de la unión del Ca2+ (calcineurina B) [Klee et al., Minireview: “Regulation of the Calmodulin-stimula-
ted Protein Phosphatase, Calcineurin”, 1998, J. Biol. Chem. 273(2):13367-13370]. La sub-unidad catalítica calci-
neurina A posee un dominio catalítico, un dominio de unión a calcineurina B, un dominio de unión a calmodulina
(unión de Ca2+) y una zona adyacente que comprende el dominio autoinhibitorio. Se han descrito 3 isoformas de la
sub-unidad calcineurina A cuyas secuencias de aminoácidos están ampliamente conservadas en diferentes organis-
mos. La localización de los dominios presentes en la calcineurina A varia ligeramente dependiendo de la isoforma
y del organismo. En una realización particular, dichos 4 dominios presentes en la sub-unidad catalítica calcineurina
A comprenden los aminoácidos 1-327 (dominio catalítico), aminoácidos 328-390 (dominio de unión a calcineurina
B), aminoácidos 391-414 (dominio de unión a calmodulina (unión de Ca2+)) y aminoácidos 415-521 (zona adyacente
que comprende el dominio autoinhibitorio (aminoácidos 467-491)). Como es conocido, la calmodulina activa a la
calcineurina porque inhibe la acción del dominio autoinhibitorio, por tanto, cualquier mutación (inserción, deleción
o sustitución) que impida la unión de la calmodulina a su dominio de unión y/o que inhiba la acción del dominio
autoinhibitorio, por ejemplo, la deleción total o parcial de dicho dominio de unión de calmodulina y/o de dicho domi-
nio autoinhibitorio, proporciona como resultado una variante de calcineurina activa de forma permanente por no ser
regulable.
Tal como se emplea en esta descripción, el término “variante activa de calcineurina” se refiere a cualquier forma
mutada de calcineurina (calcineurina mutante) no regulable que mantiene la actividad fosfatasa propia de la calcineuri-
na. A modo ilustrativo, no limitativo, dicha variante activa de calcineurina puede ser una forma mutada de calcineurina
que carece de la totalidad o parte del dominio de unión de calmodulina y/o del dominio autoinhibitorio, de manera que
dichos dominios no sean funcionales y, por tanto, no puedan regular la calcineurina la cual se hace activa de forma
permanente. En una realización particular, dicha variante activa de calcineurina es una forma mutada de la sub-unidad
calcineurina A que carece del dominio de unión a calmodulina y la zona adyacente autoinhibitoria (que comprende
el dominio autoinhibitoiro), tal como una variante de calcineurina A isoforma Aα, específica de cerebro, truncada en
los dominios de unión a calmodulina y autoinhibitorio, obtenida por deleción de dichos dominios, que comprende del
aminoácido 1 al 390 de la secuencia de aminoácidos de dicha calcineurina A nativa (Klee et al., Minireview: “Regu-
lation of the Calmodulin-stimulated Protein Phosphatase, Calcineurin”, 1998, J. Biol. Chem. 273(2):13367-13370).
Dicha variante de calcineurina es una variante permanentemente activa por no ser regulable y conserva la actividad
fosfatasa propia de la calcineurina nativa. Alternativamente, pueden obtenerse variantes activas de calcineurina intro-
duciendo aminoácidos adicionales en dichos dominios de unión a calmodulina y/o autoinhibitoiro o bien sustituyendo
unos aminoácidos por otros de manera que dichos dominios mutantes no sean funcionales.
Tal como se utiliza en esta descripción, el término “animal no humano” incluye a cualquier animal no humano,
entre los que se encuentran los mamíferos no humanos, tales como primates no humanos o roedores, por ejemplo, ratas
o ratones. En una realización particular, dichos animales no humanos transgénicos son unos ratones transgénicos.
Dicho animal no humano puede tener, prácticamente, cualquier fondo genético conocido, es decir, puede tratarse
de un animal tipo salvaje (wt) o de un animal manipulado genéticamente, por ejemplo, un animal transgénico, mutante
o deficiente (KO).
Según la invención, la sobreexpresión de la variante activa de calcineurina tiene lugar exclusivamente en astrocitos.
En una realización particular, la expresión de dicha variante activa de calcineurina en astrocitos está controlada por
una secuencia reguladora de la transcripción que comprende un promotor específico de dichas células y un sistema
inducible de la expresión de dicha variante activa de calcineurina. A modo ilustrativo, no limitativo, en una realización
concreta, dicho promotor específico de astrocitos es el promotor de la proteína glial fibrilar ácida (GFAP). El empleo de
promotores específicos de astrocitos tiene la ventaja de que la variante activa de calcineurina únicamente se expresará
en los astrocitos del animal no humano transgénico de la invención.
La expresión in vivo de la calcineurina astrocitaria puede efectuarse de forma regulada o no regulada, por ejemplo,
mediante el empleo de sistemas inducibles de expresión de proteínas. Prácticamente cualquier sistema inducible de
la expresión de proteínas puede ser utilizado en la presente invención, por ejemplo, los sistemas tet-off, tet-on, Cre-
lox, Cre-tet, etc.; no obstante, en una realización particular, dicho sistema sistema inducible de la expresión de dicha
variante activa de calcineurina es el sistema tet-off (Clontech).
El animal no humano transgénico de la invención puede obtenerse por métodos convencionales de transgénesis
que permitan la sobreexpresión de una variante activa de calcineurina exclusivamente en astrocitos. Información sobre
métodos de transgénesis puede encontrarse, por ejemplo, en “Mouse genetics and transgenics: A practical approach”,
Jackson & Abbot, 1999, Oxford University Press (http://www.oup.co.uk); “Mouse Genetics: Concepts and Applica-
tions”, Silver, 1999, (http://www.informatics.jax.org/silver/contents.shtml); y “Gene targeting: A practical approach”,
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Tal como aquí se utiliza, el término “proceso de transgénesis” se refiere a cualquier técnica o procedimiento que
permite la integración en, al menos, una serie de células de un organismo vivo de un gen exógeno, o “transgén”, y que
confiere a dichas células y al organismo que las porta una nueva propiedad biológica. Dicho transgén o gen exógeno se
refiere a un ADN normalmente no residente, ni presente en la célula que se pretende transformar; en este caso, dicho
transgén incluye la secuencia de ADN codificante de una variante activa de calcienurina.
En una realización particular, dicho proceso de transgénesis que conduce a la expresión de una variante activa de
calcineurina exclusivamente en astrocitos del animal no humano transgénico de la invención, se basa en un proceso de
transgénesis convencional realizado en la fase embrionaria de dicho animal de tal forma que los futuros astrocitos del
animal expresan la variante activa de calcineurina. La producción de estos animales transgénicos puede ser llevada a
cabo por un experto en la materia en base al conocimiento existente en el estado de la técnica sobre animales trans-
génicos (Bedell MA, Jenkins NA, Copeland NG. Mouse models of human disease. Part I: techniques and resources
for genetic analysis in mice. Genes Dev. 1997 Jan 1; 11(1):1-10. Bedell MA, Largaespada DA, Jenkins NA, Copeland
NG. Mouse models of human disease. Part II: recent progress and future directions. Genes Dev. 1997 Jan 1; 11(1):11-
43).
En otra realización particular, dicho proceso de transgénesis que conduce a la expresión de una variante activa
de calcineurina comprende la transformación de astrocitos de un animal no humano completamente desarrollado, de
manera que expresen dicha variante activa de calcineurina. Este objetivo puede conseguirse mediante la introducción
en astrocitos de un vector que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una variante activa de calcineu-
rina astrocitaria bajo el control de un promotor específico de astrocitos, con el fin de transformar dichos astrocitos de
manera que expresen dicha forma mutada no funcional dominante de calcineurina. Dicho vector puede ser un vector
viral o un vector no viral, preferentemente, un vector viral ya que la transgénesis con vectores virales tiene la ventaja
de poder dirigir con relativa precisión la expresión de un gen foráneo en tejidos adultos. La introducción de dicho
vector en astrocitos del animal no humano a transformar puede llevarse a cabo por cualquier método convencional.
La transgénesis con vectores virales permite la expresión en astrocitos cercanos al sitio de inyección del vector viral,
pero no de forma global en todos los astrocitos (como sucede en el caso de los animales no humanos transgénicos
obtenidos por métodos convencionales de transgénesis en fase embrionaria, tal como se ha descrito previamente).
La expresión de la variante activa de calcineurina en los astrocitos del animal no humano transgénico de la inven-
ción puede ser regulada o no regulada, preferentemente, regulada. Por tanto, en una realización particular, el animal
no humano transgénico de la invención se obtiene mediante un proceso de transgénesis convencional en el que la
sobreexpresión de la variante activa de calcineurina pueda ser regulada por un sistema apropiado, lo que permite un
mejor control y uso del animal. Ejemplos ilustrativos de tales procesos de transgénesis que permiten la expresión regu-
lada del transgén implican el empleo de sistemas convencionales, tales como los sistemas tet-off, tet-on, Cre-tet, Cre-
lox, etc., los cuales son conocidos por los expertos en la materia. A modo ilustrativo, no limitativo, pueden obtenerse
animales no humanos transgénicos con expresión regulable de la variante activa de calcineurina mediante el empleo
del sistema tet-off (Rennel & Gerwins. (2002) How to make tetracycline-regulated transgene expression go on and
off. Anal Biochem. 309 (1):79-84; Schonig & Bujard. (2003) Generating conditional mouse mutants via tetracycline-
controlled gene expression. In: Transgenic Mouse Methods and Protocols, Hofker, M, van Deursen, J (eds.) Humana
Press, Totowa, New Jersey, pp. 69-104).
En una realización particular, los animales no humanos transgénicos proporcionados por esta invención son unos
ratones transgénicos que expresan una variante activa de calcineurina únicamente en astrocitos y, además, de forma
regulable, mediante el empleo de un sistema inducible de la expresión in vivo de dicha variante activa de calcineurina,
tal como el sistema tet-off, el sistema tet-on, el sistema Cre-lox o el sistema Cre-tet, preferentemente el sistema
tet-off. En una realización particular, los animales no humanos transgénicos proporcionados por esta invención son
unos ratones transgénicos que expresan una variante activa de calcineurina únicamente en astrocitos y, además, de
forma regulable, mediante el empleo del sistema inducible para la expresión de proteínas basado en el sistema tet-off
(Clontech). Para ello, se desarrolló, por una parte, un primer ratón transgénico cuyo genoma comprende el promotor de
GFAP murina que controla la expresión del transactivador de la tetraciclina (tTA) (proteína que activa el sito TRE en
el otro transgén del sistema tet-off). Por otra parte, se generó un segundo ratón transgénico cuyo genoma comprende
la secuencia de nucleótidos codificante de una variante activa de calcineurina (∆CaN) bajo el control del promotor
mínimo de expresión en células de mamífero de CMV y, en posición anterior a dicha secuencia codificante de dicha
variante activa de calcineurina, la secuencia de nucleótidos correspondiente al elemento de respuesta a la proteína tTA
(TRE) con el fin de hacerla dependiente de esta proteína. El ratón resultante del cruce de dichos primero y segundo
ratones transgénicos es un animal transgénico, denominado ratón AIC en esta descripción, que expresa una variante
activa de calcineurina exclusivamente en astrocitos de forma regulable y dependiente de tTA. El sistema inducible
de la expresión de dicha variante activa de calcineurina en astrocitos deja de producirla cuando a los animales se les
administra un análogo de la tTA, tal como la doxiciclina (Dox). El procedimiento para la obtención de dicho ratón
AIC se muestra esquemáticamente en la Figura 5.
Por tanto, en una realización particular, el genoma del animal no humano transgénico de la invención comprende,
bajo el control del promotor de GFAP, la secuencia de nucleótidos que codifica una variante activa de calcineuri-
na operativamente unida a un sistema inducible de la expresión de dicha variante activa de calcineurina seleccio-
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Un primer experimento in vivo de la presente invención puso de manifiesto que, en ratones AIC (que expresan
una variante activa de calcineurina), la expresión de COX-2 e iNOS2 está muy reducida después de provocarles una
inflamación con LPS en la corteza cerebral (Figura 6). Brevemente, a ratones AIC y a sus controles (AIC+Dox), se les
administró LPS mediante estereotaxia en unas coordenadas determinadas. Al cabo de 3 días, los animales se sacrifica-
ron bajo anestesia y se retiraron trozos de corteza cerebral alrededor del sitio de inyección que se homogeneizaron y
se realizó un western blot, tal como se describe en el Ejemplo 1 para determinar el contenido en la zona perilesión de
COX-2 e iNOS2. Los resultados obtenidos in vivo demuestran que la calcineurina reduce la producción de moléculas
inflamatorias (COX-2 e iNOS2).
En otro experimento in vivo de la presente invención se realizó una lesión penetrante (situación similar a lo que
ocurre en el trauma cerebral) a los animales. Los ratones AIC mostraron una disminución de la reacción glial alre-
dedor de la lesión a diferencia de los animales que tienen bloqueada la expresión de calcineurina (por ejemplo, por
administración de doxiciclina). La evaluación de la reacción tisular se realizó mediante inmunofluorescencia con un
anticuerpo anti-MHCII que detecta microglía reactiva (Ejemplo 3). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
7 y ponen de manifiesto que la sobreexpresión de calcineurina astrocitaria produce una reducción de la reacción glial
en el área que rodea a la lesión.
Estos dos experimentos in vivo ponen de manifiesto que la activación de calcineurina es suficiente para bloquear
daños relacionados con la inflamación, y, en consecuencia, tanto la calcineurina como un activador de calcineurina
astrocitaria pueden ser utilizados en el tratamiento o profilaxis de procesos neurológicos patológicos que cursan con
neuroinflamación, por ejemplo, enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación o alteraciones
neurológicas patológicas ocasionadas en mamíferos, preferentemente en humanos, por inflamación que conducen a la
muerte neuronal.
El animal no humano transgénico de la invención también puede ser utilizado, por tanto, para estudiar los me-
canismos etiopatogénicos de procesos patológicos neurológicos que cursan con neuroinflamación, por ejemplo, en-
fermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación o alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas
por inflamación que conducen a la muerte neuronal, en particular, aquellas enfermedades neurodegenerativas y alte-
raciones neurológicas patológicas en las que interviene la calcineurina, lo que constituye un aspecto adicional de esta
invención.
Además, el animal no humano transgénico de la invención también puede ser utilizado para identificar enfermeda-
des de mamíferos, preferentemente de humanos, neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación o alteraciones
neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, en particular, aquellas en-
fermedades neurodegenerativas y alteraciones neurológicas patológicas en las que interviene la calcineurina, lo que
constituye un aspecto adicional de esta invención. En una realización particular, el animal no humano transgénico de
la invención es utilizado para identificar enfermedades humanas neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación
en las que interviene la calcineurina. Para ello, se provoca el proceso neurodegenerativo, por ejemplo, amiloidosis
tipo Alzheimer, isquemia cerebral u otros en un animal no humano transgénico de la invención, tal como el ratón
denominado AIC en esta descripción, y se evalúa el curso de la enfermedad determinando niveles de marcadores
de amiloidosis, isquemia, etc. Los procesos neurodegenerativos que sean modulables por la activación regulada de
calcineurina astrocitaria (en el ratón AIC ± doxiclina) serán aquellos donde el proceso inflamatorio es importante.
En una realización concreta, para desarrollar la enfermedad neurodegenerativa, el animal no humano transgénico de
la invención puede cruzarse con un animal de la misma especie, bien tipo salvaje (wt) o bien manipulado genéticamente
con genes implicados en enfermedades neurodegenerativas, por ejemplo, APP para la Enfermedad de Alzheimer,
hungtintina para la Enfermedad de Hungtinton, ataxinas 1, 2, etc. para ataxias, sinucleína o parkina para la Enfermedad
de Parkinson, etc. En la progenie resultante, se puede analizar el impacto que tiene la neuroinflamación en el progreso
de la enfermedad en cuestión. Esta aplicación del animal no humano transgénico de la invención permite obtener
información sobre la importancia del componente inflamatorio en la enfermedad neurodegenerativa o en la alteración
neurológica patológica en cuestión.
Por tanto, el empleo del animal no humano transgénico de la invención para obtener otro modelo animal no humano
de una enfermedad neurodegenerativa constituye un aspecto adicional de esta invención. De forma más concreta, la
invención proporciona un método para obtener un modelo animal no humano de una enfermedad neurodegenerativa
que comprende cruzar un animal no humano transgénico de la invención con un animal de la misma especie, bien
tipo salvaje (wt) o bien manipulado genéticamente con genes implicados en enfermedades neurodegenerativas, por
ejemplo, APP para la Enfermedad de Alzheimer, hungtintina para la Enfermedad de Hungtinton, ataxinas 1, 2, etc.
para ataxias, sinucleína o parkina para la Enfermedad de Parkinson, etc., y separar los animales útiles como modelos
animales de enfermedades neurodegenerativas. El animal no humano obtenible según dicho método constituye un
aspecto adicional de esta invención.
El animal no humano transgénico de la invención también puede ser utilizado, además, para evaluar el curso o pro-
gresión de enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación o alteraciones neurológicas patológicas
ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, en particular, aquellas enfermedades neurodegene-
rativas y alteraciones neurológicas patológicas en las que interviene la calcineurina, lo que constituye un aspecto














ES 2 289 877 A1
Adicionalmente, el animal no humano transgénico de la invención también puede ser utilizado para estudiar cual-
quier ruta celular en la que esté implicada la calcineurina, por ejemplo, en aprendizaje, etc., lo que constituye otro
aspecto adicional de esta invención.
Asimismo, tal como se describe más adelante, el animal no humano transgénico de la invención también puede
ser utilizado modelo animal in vivo para (i) identificar y evaluar compuestos potencialmente terapéuticos frente a
enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación o alteraciones neurológicas patológicas ocasiona-
das por inflamación que conducen a la muerte neuronal, en particular, aquellas enfermedades neurodegenerativas y
alteraciones neurológicas patológicas en las que interviene la calcineurina, y/o para (ii) identificar compuestos anti-
inflamatorios que funcionen a base de estimular la calcineurina astrocitaria. Dichas aplicaciones del animal no humano
transgénico de la invención constituyen aspectos adicionales de esta invención.
3. Screening de compuestos potencialmente útiles en el tratamiento de la neuroinflamación
El animal no humano transgénico de la invención también puede ser utilizado como modelo in vivo para identificar
compuestos anti-inflamatorios que funcionen a base de estimular la calcineurina astrocitaria. En este caso, si un com-
puesto presenta eficacia anti-inflamatoria se podría determinar si lo hace vía calcineurina en astrocitos a base de: (i)
comparar su efectividad con la observada en un animal no humano transgénico de la invención, por ejemplo, un ratón
AIC, (ii) su actividad debe ser inhibible por ausencia de actividad calcineurina, y (iii) si dicho compuesto se administra
a animales no humanos transgénicos de la invención (e.g., ratones AIC), no debe ser efectivo. En consecuencia, en otro
aspecto, la invención se relaciona con el empleo del animal no humano transgénico de la invención en la identificación
de compuestos anti-inflamatorios que funcionen a base de estimular la calcineurina astrocitaria.
En otro aspecto, la invención se relaciona con un procedimiento para la identificación de un compuesto poten-
cialmente útil para bloquear la muerte neuronal por inflamación, basado en su capacidad de estimular la calcineurina
astrocitaria, que comprende analizar si un compuesto tiene actividad anti-inflamatoria y determinar si dicha actividad
anti-inflamatoria es debida a una estimulación de la calcineurina astrocitaria. Para la puesta en práctica de dicho proce-
dimiento puede utilizarse un entorno biológico tipo salvaje o, ventajosamente, un entorno biológico (e.g., transgénico)
que exprese una variante activa de calcineurina o bien que no exprese calcineurina o tenga anulada su actividad, así
como los controles respectivos.
En una realización particular, los compuestos cuya eventual actividad anti-inflamatoria basada en una estimulación
de la calcineurina astrocitaria se desea ensayar pueden haber sido seleccionados previamente en sistemas convencio-
nales de cribaje, para lo cual pueden utilizarse ensayos convencionales que permiten determinar actividad calcineurina
fosfatasa. Ejemplos ilustrativos de dichos ensayos incluyen los ensayos comercializados por Calbiochem (Calcineu-
rin Assay Kit y Calcineurin Cellular Activity Assay Kit). Alternativamente, los compuestos a ensayar no han sido
sometidos previamente a un proceso de cribaje y selección.
En general, para analizar si un compuesto tiene actividad anti-inflamatoria y determinar si dicha actividad anti-
inflamatoria es debida a una estimulación de la calcineurina astrocitaria, el procedimiento comprende:
- por una parte, poner en contacto el compuesto candidato con un entorno biológico tipo salvaje (“wt”), en
donde dicho entorno biológico “wt” es un entorno biológico que comprende astrocitos tipo salvaje (“wt”),
opcionalmente en presencia de un agente inflamatorio, y determinar el efecto anti-inflamatorio de dicho
compuesto en dicho entorno biológico “wt” mediante la determinación de los niveles de marcadores de
muerte neuronal por mecanismos inflamatorios;
- por otra parte, pone en contacto el compuesto candidato con un entorno biológico “control de calcineurina”,
en donde dicho entorno biológico “control de calcineurina” se selecciona entre un entorno biológico “con-
trol positivo de calcineurina”, que comprende astrocitos que expresan una variante activa de calcineurina,
y un entorno biológico “control negativo de calcineurina”, que comprende astrocitos donde la actividad de
la calcineurina esté inhibida, opcionalmente en presencia de un agente inflamatorio, y determinar el efec-
to anti-inflamatorio de dicho compuesto en dicho entorno biológico “control de calcineurina” mediante la
determinación de los niveles de marcadores de muerte neuronal por mecanismos inflamatorios;
- comparar los niveles de marcadores de muerte neuronal de dicho compuesto candidato determinados en
dicho entorno biológico “wt” con los obtenidos en dicho entorno biológico “control de calcineurina” y/o
con los obtenidos en controles no tratados con dicho compuesto; y
- comprobar que el efecto anti-inflamatorio del compuesto candidato es debido a una estimulación de la
calcineurina astrocitaria.
Tal como aquí se utiliza, el término “entorno biológico “wt”” se refiere a un entorno biológico que comprende
astrocitos de tipo salvaje (wt); en una realización particular, dicho entorno biológico “wt” se selecciona entre (i) un
cultivo de astrocitos “wt” (es decir, que expresan calcineurina astrocitaria “wt”), (ii) un co-cultivo que comprende
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Asimismo, el término “entorno biológico “control positivo de calcineurina””, tal como aquí se utiliza, se refiere a
un entorno biológico que comprende astrocitos que expresan una variante activa de calcineurina; en una realización
particular, dicho entorno biológico “control positivo de calcineurina” se selecciona entre (i) un cultivo de astrocitos
que expresan una variante activa de calcineurina, (ii) un co-cultivo que comprende astrocitos que expresan una variante
activa de calcineurina y neuronas, y (iii) un animal no humano transgénico de la invención.
El término “entorno biológico “control negativo de calcineurina””, tal como aquí se utiliza, se refiere a un en-
torno biológico que comprende astrocitos que expresan una forma mutada no funcional dominante de calcineurina
astrocitaria o bien que no expresan calcineurina, por ejemplo, porque la expresión en astrocitos del gen de la cal-
cineurina haya sido reprimida o inhibida (por ejemplo, mediante métodos moleculares (genéticos) tales como los
basados en la expresión de siRNA para calceurina, etc., o farmacológicos, tales como los basados en el empleo de
ciclosporina A, etc.), o bien porque expresen una forma mutada del gen de la calcineurina astrocitaria que codifica
una proteína no funcional; en una realización particular, dicho entorno biológico “control negativo de calcineurina” se
selecciona entre (i) un cultivo de astrocitos que no expresan calcineurina, (ii) un co-cultivo que comprende neuronas
y astrocitos que no expresan calcineurina, y (iii) un animal no humano transgénico que no expresa calcineurina en
astrocitos.
La anulación de la actividad de calcineurina comprende la transformación de astrocitos de manera que expresen
una forma mutada no funcional dominante de calcineurina. Este objetivo puede conseguirse mediante la introducción
en astrocitos de un vector que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una forma mutada no funcional
dominante de calcineurina astrocitaria bajo el control de un promotor con el fin de transformar dichos astrocitos de
manera que expresen dicha forma mutada no funcional dominante de calcineurina. El promotor puede ser un promotor
viral funcional en células de mamífero, por ejemplo, un promotor de citomegalovirus (CMV) o un promotor específico
de astrocitos, por ejemplo, el promotor de la proteína glial fibrilar ácida (GFAP). Dicho vector puede ser un vector
viral o un vector no viral. La transformación de dichos astrocitos puede llevarse a cabo por métodos convencionales
conocidos por los expertos en la materia.
Tal como se utiliza en la presente invención el término “una forma mutada no funcional dominante de calcineurina”
incluye cualquier forma mutada de calcineurina que actúe como dominante negativo anulando su función biológica.
Dicha forma mutada no funcional dominante de calcineurina es expresada por astrocitos como consecuencia de su
transformación con un vector que comprende la secuencia de ácido nucleico que codifica una forma mutada no fun-
cional dominante de calcineurina astrocitaria bajo el control de un promotor apropiado, tal como un promotor viral,
por ejemplo, un promotor potente de tipo viral funcional en astrocitos, etc. Prácticamente cualquier forma mutada no
funcional dominante de calcineurina puede ser utilizada con el fin de conseguir la anulación funcional de la actividad
biológica (anulación biológica) de dicha enzima.
Alternativamente, la alteración de la actividad biológica de la función de la calcineurina astrocitaria puede ser
debida a la anulación de la actividad funcional de la calcineurina endógena debido a la expresión de un polinucleótido
cuya secuencia de nucleótidos codifica un elemento inhibidor de la expresión del gen de la calcineurina capaz de
anular su actividad funcional. Por tanto, en otra realización particular, la anulación de la actividad funcional de la
calcineurina astrocitaria endógena comprende la transformación de astrocitos mediante la introducción de un vector
que comprende un polinucleótido cuya secuencia de nucleótidos codifica un elemento inhibidor de la expresión del
gen de la calcineurina capaz de anular su actividad biológica o funcional. Tal como se utiliza en la presente invención
y, se ha comentado anteriormente, el término “elemento inhibidor de la expresión del gen de la calcineurina capaz de
anular su actividad biológica o funcional” se refiere a una proteína, actividad enzimática o secuencia de nucleótidos,
ARN o ADN, de cadena sencilla o doble, que inhibe la traducción a proteína del ARNm de la calcineurina astrocitaria
endógena. A modo ilustrativo, dicho polinucleótido puede ser:
a) un polinucleótido que codifica una secuencia de nucleótidos antisentido especifica de la secuencia del gen
o del ARNm de la calcineurina,
b) un polinucleótido que codifica una ribozima específica del ARNm de la calcineurina,
c) un polinucleótido que codifica un aptámero específico del ARNm de la calcineurina, o
d) un polinucleótido que codifica un ARN de interferencia (“small interference RNA” o siRNA) específico
del ARNm de la calcineurina.
Las secuencias de nucleótidos a)-d) mencionadas previamente impiden la expresión del gen en ARNm o del ARNm
en calcineurina astrocitaria, y, por tanto, anulan su función biológica, y pueden ser desarrolladas por un experto en el
sector de ingeniería genética en función del conocimiento existente en el estado del arte sobre transgénesis y anula-
ción de la expresión génica (Clarke, A.R. (2002) Transgenesis Techniques. Principles and Protocols, 2ª Ed. Humana
Press, Cardiff University; Patente US20020128220. Gleave, Martin. TRPM-2 antisense therapy; Puerta-Ferández E
et al. (2003) Ribozymes: recent advances in the development of RNA tools. FEMS Microbiology Reviews 27: 75-
97; Kikuchi, et al., 2003. RNA aptamers targeted to domain II of Hepatitis C virus IRES that bind to its apical loop
region. J. Biochem. 133, 263-270; Reynolds A. et al., 2004. Rational siRNA design for RNA interference. Nature
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En otra realización particular, la anulación de la actividad funcional de la calcineurina en astrocitos del animal
no humano se lleva a cabo mediante un proceso de transgénesis convencional en la fase embrionaria de dicho animal
de tal forma que los futuros astrocitos de dicho animal son transformados genéticamente y pierden la capacidad de
producir calcineurina astrocitaria endógena. El desarrollo de este tipo de animal transgénico puede ser llevado a cabo
por un experto en la materia a la vista del estado de la técnica sobre animales transgénicos (Bedell MA, Jenkins NA,
Copeland NG. Mouse models of human disease. Part I: techniques and resources for genetic analysis in mice. Genes
Dev. 1997 Jan 1; 11(1): 1-10. Bedell MA, Largaespada DA, Jenkins NA, Copeland NG. Mouse models of human
disease. Part II: recent progress and future directions. Genes Dev. 1997 Jan 1; 11(1): 11-43).
Para la puesta en práctica del procedimiento previamente definido para la identificación de compuestos potencial-
mente útiles para bloquear la muerte neuronal por inflamación, basado en su capacidad de estimular la calcineurina as-
trocitaria, el compuesto a ensayar se pone en contacto con dichos entornos biológicos “wt” y “control de calcineurina”,
opcionalmente en presencia de un agente inflamatorio. Por tanto, en una realización particular, dicho procedimiento
se lleva a cabo en ausencia de agente inflamatorio; esta forma de llevar a cabo dicho procedimiento se puede utilizar
cuando se desea estudiar el posible efecto antiinflamatorio del compuesto a ensayar en situaciones de lesión traumática
en la corteza cerebral in vivo. Alternativamente, en otra realización particular, el procedimiento previamente definido
se lleva a cabo en presencia de un agente inflamatorio. Esta alternativa es adecuada para realizar ensayos en los que se
estimula la inflamación y se analiza el posible efecto antiinflamatorio del compuesto a ensayar bien in vitro o in vivo.
Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de agentes inflamatorios incluyen LPS o TNFα.
Los niveles de inhibición de los efectos inflamatorios del compuesto de ensayo en dichos entornos biológicos “wt”
y “control” se evalúan mediante la determinación de los niveles de marcadores de muerte neuronal por mecanismos
inflamatorios. Pueden utilizarse diferentes métodos y sistemas dependiendo de los marcadores que se deseen analizar.
En general, dichos métodos y sistemas dependen de los entornos biológicos utilizados.
En una realización particular, dicho entorno biológico comprende un cultivo de astrocitos (e.g., un cultivo de
astrocitos que expresan calcineurina astrocitaria “wt”, un cultivo de astrocitos que expresan una variante activa de
calcineurina, o un cultivo de astrocitos con la calcineurina inhibida), en presencia de un agente inflamatorio. En este
caso, la inhibición de los efectos inflamatorios del compuesto candidato a ensayar (es decir, su potencial efecto anti-
inflamatorio) se puede llevar a cabo valorando los niveles de expresión de, al menos, una proteína inflamatoria, opcio-
nalmente en presencia de un inhibidor de calcineurina. Prácticamente la expresión de cualquier proteína inflamatoria,
tanto de las que se secretan al medio (e.g., citoquinas, etc.) como de las que no se secretan al medio (e.g., iNOS2,
etc.), puede ser utilizada para determinar la inhibición de los efectos inflamatorios del compuesto de ensayo; a modo
ilustrativo, no limitativo, pueden citarse las proteínas (pro)inflamatorias COX-2, iNOS2, interleuquinas (IL), tales co-
mo IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, Rantes, etc., y combinaciones de las mismas. No obstante, en una realización particular,
se valoran los niveles de expresión de COX-2, los niveles de expresión de iNOS2 o los niveles de expresión de COX-
2 e iNOS2. La valoración de los niveles de expresión de dicha proteína inflamatoria puede llevarse a cabo, si se desea,
en presencia de un inhibidor de calcineurina. Por tanto, en una realización particular, la valoración de los niveles de
expresión de dicha proteína inflamatoria se lleva a cabo en ausencia de un inhibidor de calcineurina. Alternativamente,
en otra realización particular, la valoración de los niveles de expresión de dicha proteína inflamatoria se lleva a cabo
en presencia de un inhibidor de calcineurina. Prácticamente cualquier inhibidor de calcineurina puede ser utilizado,
por ejemplo, ciclosporina A, FK506, etc.
En otra realización particular, dicho entorno biológico comprende un co-cultivo de neuronas y astrocitos que ex-
presan calcineurina astrocitaria “wt”, un entorno biológico que comprende un co-cultivo de neuronas y astrocitos
que expresan una variante activa de calcineurina, o un entorno biológico que comprende un co-cultivo de neuronas
y astrocitos que no expresan calcineurina (e.g., con la calcineurina inhibida), en presencia de un agente inflamatorio,
tal como el definido previamente. En este caso, la inhibición de los efectos inflamatorios del compuesto candidato
a ensayar (es decir, su potencial efecto anti-inflamatorio) se puede llevar a cabo valorando la supervivencia de las
neuronas. Prácticamente cualquier método que permita valorar la supervivencia de las neuronas puede ser utilizado.
Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichos métodos para valorar la supervivencia de las neuronas se basan en la
determinación de los niveles de caspasa-3, ROS, LDH (lactato deshidrogenasa), MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolium bromuro), etc., o en la realización de diferentes tinciones vitales, por ejemplo, calceína, dicloroflo-
resceína, ioduro de propidio, etc., y combinaciones de tales métodos. En una realización concreta, la supervivencia de
las neuronas se valora mediante la determinación de los niveles de caspasa-3, lo que puede llevarse a cabo median-
te inmunofluorescencia con anti-caspasa-3. En otra realización concreta, la supervivencia de las neuronas se valora
mediante la determinación de los niveles de ROS, lo que puede llevarse a cabo mediante fluorescencia.
En otra realización particular, dicho entorno biológico comprende un animal no humano, tal como, por ejemplo, un
animal no humano “wt” que contiene astrocitos “wt”, un animal no humano transgénico de la invención, o un animal
no humano transgénico que no expresa calcineurina astrocitaria, al que se le ha administrado un agente inflamatorio,
tal como el definido previamente, por cualquier método apropiado, por ejemplo, mediante administración de dicho
agente inflamatorio directamente al cerebro del animal. En este caso, la inhibición de los efectos inflamatorios del
compuesto candidato a ensayar (es decir, su potencial efecto anti-inflamatorio) se puede llevar a cabo valorando los
niveles de expresión de, al menos, una proteína inflamatoria, opcionalmente en presencia de un inhibidor de calcineu-
rina. Las proteínas inflamatorias cuya expresión puede ser determinada ya han sido mencionadas previamente al igual
que los inhibidores de calcineurina opcionalmente presentes en la valoración de los niveles de expresión de dichas pro-
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interleuquinas (IL), tales como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, Rantes, etc., y combinaciones de las mismas. No obstante,
en una realización particular, se valoran los niveles de expresión de COX-2, los niveles de expresión de iNOS2 o los
niveles de expresión de COX-2 y iNOS2. Ejemplos ilustrativos, no limitativos de inhibidores de calcineurina incluyen
ciclosporina A, FK506, etc.
En otra realización particular, dicho entorno biológico comprende un animal no humano, tal como, por ejemplo, un
animal no humano “wt” que contiene astrocitos “wt”, un animal no humano transgénico de la invención, o un animal
no humano transgénico que no expresa calcineurina astrocitaria, al que se le ha causado una lesión traumática. La
lesión traumática puede localizarse en cualquier parte del cerebro, por ejemplo, en la corteza cerebral (zona en la que
se producen la mayoría de las lesiones traumáticas en humanos), y puede causarse por cualquier método convencional,
por ejemplo, mediante un corte, o una abrasión en la zona donde se va a producir la lesión traumática. En este caso, la
inhibición de los efectos inflamatorios del compuesto candidato a ensayar (es decir, su potencial efecto anti-inflamato-
rio) se puede llevar a cabo determinando el volumen de la lesión en la zona perilesión. Prácticamente cualquier método
que permita determinar el volumen de la lesión en la zona perilesión puede ser utilizado para determinar la inhibición
de los efectos inflamatorios del compuesto de ensayo. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichos métodos con-
sisten en determinar el área de reacción microglial o el número de células muertas en la zona perilesión, tinciones
histológicas, por ejemplo, con hematoxilina-eosina, fluorojade, etc. En una realización particular, el volumen de la
lesión en la zona perilesión se establece determinando el área de reacción microglial o el número de células muertas.
Una vez determinados los niveles de los correspondientes marcadores de muerte neuronal en el entorno biológico
“wt” y en el entorno biológico “control de calcineurina” se procede a su comparación entre ellos y frente a los valores
obtenidos en “blancos” o controles que no han estado en contacto con, o a los que no se les ha administrado, el
compuesto candidato a ensayar y a seleccionar los compuestos con actividad anti-inflamatoria como paso previo a
determinar si dicha actividad anti- inflamatoria es debida a una estimulación de la calcineurina astrocitaria. En este
sentido, se seleccionan:
- los compuestos candidatos que producen unos niveles de marcadores de muerte neuronal por mecanis-
mos inflamatorios menores en el entorno biológico “wt” que en el entorno biológico “control negativo de
calcineurina”;
- los compuestos candidatos que producen unos niveles de marcadores de muerte neuronal por mecanismos
inflamatorios iguales o similares (es decir, del mismo orden aproximadamente), en el entorno biológico
“wt” que en el entorno biológico “control positivo de calcineurina” [en este caso, si el compuesto funcio-
na estimulando la calcineurina, en el “control positivo de calcineurina” no debería hacer nada ya que la
calcineurina ya está activa y, por eso, los niveles de marcadores de muerte neuronal por mecanismos infla-
matorios son iguales o similares en dichos entornos biológicos “wt” y “control positivo de calcineurina”];
y
- los compuestos candidatos que producen unos niveles de marcadores de muerte neuronal por mecanismos
inflamatorios menores en el entorno biológico “wt” que en los “blancos”.
Posteriormente, se comprueba si el efecto anti-inflamatorio del compuesto candidato seleccionado es debido a una
estimulación de la calcineurina astrocitaria. Para ello, se realiza la determinación de los niveles de marcadores de muer-
te neuronal por mecanismos inflamatorios en presencia de un inhibidor de la calcineurina astrocitaria, por ejemplo,
ciclosporina A, FK506, etc., en un entorno biológico “wt” y se analizan los resultados obtenidos. Un aumento en los
niveles de marcadores de muerte neuronal por mecanismos inflamatorios en presencia del inhibidor de calcineurina
astrocitaria, respecto a un control sin inhibidor de calcineurina astrocitaria, es indicativo de que el efecto antiinfla-
matorio del compuesto es debido a una estimulación de la calcineurina astrocitaria. Por otra parte, si los niveles de
marcadores de muerte neuronal por mecanismos inflamatorios en presencia del inhibidor de calcineurina astrocita-
ria son los mismos o similares que los obtenidos en un control sin inhibidor de calcineurina astrocitaria, el efecto
antiinflamatorio del compuesto puede ser debido a un mecanismo diferente al de la estimulación de la calcineurina
astrocitaria.
Los resultados obtenidos con el procedimiento de identificación de compuestos potencialmente útiles para blo-
quear la muerte neuronal por inflamación, basado en su capacidad de estimular la calcineurina astrocitaria, permiten
seleccionar compuestos anti-inflamatorios específicos para la patología a tratar, en particular, procesos neurológicos
patológicos que cursan con neuroinflamación y/o enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación
y/o alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, tales como
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la enfermedad inflamatoria
cerebral, la esclerosis múltiple, la esclerosis lateral amiotrófica, la isquemia o infarto cerebral, la demencia asociada
al HIV, las lesiones cerebrales y espinales traumáticas, el infarto o isquemia cerebral, las enfermedades causadas por
priones, por ejemplo, la enfermedad de Creutzfeld-Jacob, etc.
4. Composiciones farmacéuticas
La calcineurina o los activadores de calcineurina astrocitaria constituyen una terapia coadyuvante en el tratamiento
con fármacos neuroprotectores en general ya que facilitan su actuación al frenar el proceso patogénico. Por tanto, en
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mente eficaz de un compuesto antagonista de los procesos de muerte neuronal por inflamación, tal como calcineurina
o un activador de la calcineurina astrocitaria, y, opcionalmente, un excipiente farmacéuticamente aceptable.
La cantidad de compuesto antagonista de los procesos de muerte neuronal por inflamación (calcineurina o un ac-
tivador de la calcineurina astrocitaria) terapéuticamente eficaz que debe administrarse así como su dosificación para
tratar un estado patológico con dicho compuesto antagonista de los procesos de muerte neuronal por inflamación de-
penderá de numerosos factores, entre los que se encuentra la edad, el estado del paciente, la severidad de la enfermedad,
la ruta y frecuencia de administración, el compuesto modulador a utilizar, etc.
Las composiciones farmacéuticas proporcionadas por esta invención pueden presentarse en cualquier forma de ad-
ministración que se considere adecuada para su administración por cualquier vía, por ejemplo, por vía oral, parenteral,
rectal, tópica, etc., para la que se incluirán los excipientes farmacéuticamente aceptables necesarios para la formula-
ción de la forma de administración deseada. Una revisión de las distintas formas farmacéuticas de administración de
medicamentos y de los excipientes necesarios para la obtención de las mismas puede encontrarse, por ejemplo, en el
“Tratado de Farmacia Galénica”, C Faulí í Trillo, 1993, Luzán 5, SA de Ediciones, Madrid.
En una realización particular, la composición farmacéutica proporcionada por esta invención es una composición
destinada para su empleo en terapia génica que comprende un vector, viral o no viral, y un compuesto antagonista de
los procesos de muerte neuronal por inflamación, tal como calcineurina o un activador de la calcineurina astrocitaria.
Dicho vector constituye un aspecto adicional de esta invención. A modo ilustrativo, no limitativo, dichos vectores pue-
den ser virales, por ejemplo, vectores basados en retrovirus, adenovirus, etc., o no virales, tales como los complejos
ADN-liposoma, ADN-polímero, ADN-polímero-liposoma, etc. [“Nonviral Vectors for Gene Therapy”, editado por
Huang, Humg &Wagner, Academic Press (1999)]. La terapia génica con vectores que proporcionan compuestos anta-
gonistas de los procesos de muerte neuronal por inflamación, tales como calcineurina o activadores de la calcineurina
astrocitaria en lesiones neurodegenerativas localizadas es una terapia potencialmente interesante para el tratamien-
to de enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación y/o alteraciones neurológicas patológicas
ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, en las que está implicada la calcineurina.
En otro aspecto, la invención se relaciona con el empleo de calcineurina o un activador de calcineurina astrocitaria
en la elaboración de una composición farmacéutica para el tratamiento o profilaxis de enfermedades neurodegenerati-
vas que cursan con neuroinflamación y/o alteraciones patológicas neurológicas ocasionadas en mamíferos, preferente-
mente en humanos, por inflamación que conducen a la muerte neuronal; ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas
enfermedades y alteraciones incluyen, entre otras, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfer-
medad de Huntington, la enfermedad inflamatoria cerebral, la esclerosis múltiple, la esclerosis lateral amiotrófica, la
isquemia o infarto cerebral, la demencia asociada al HIV, las lesiones cerebrales y espinales traumáticas, el infarto o
isquemia cerebral, las enfermedades causadas por priones, por ejemplo, la enfermedad de Creutzfeld-Jacob, etc. En
una realización particular, dicha composición farmacéutica es una composición destinada para su empleo en terapia
génica que comprende un vector, viral o no viral, y un compuesto antagonista de los procesos de muerte neuronal por
inflamación, tal como calcineurina o un activador de la calcineurina astrocitaria.
Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invención y no deben ser considerados en sentido limitativo del
alcance de la misma.
Ejemplo 1
Inhibición por calcineurina astrocitaria de la expresión de moléculas inflamatorias (iNOS y COX-2) causada por
agentes inflamatorios
Para determinar el papel anti-inflamatorio de la calcineurina en astrocitos se estimulan los cultivos transfectados
con LPS o con TNFα y la respuesta anti-inflamatoria se valora, en una primera aproximación, mediante la determina-
ción por western blot de proteínas implicadas en la inflamación, por ejemplo, iNOS y COX-2.
Brevemente, cultivos de astrocitos primarios de corteza cerebral de rata de 3-4 días de edad fueron transfectados
con el vector identificado como p∆CaN obtenido a partir de un vector pCMV (Clontech) que comprende, bajo el
promotor de expresión en células de mamífero de citomegalovirus (CMV), una secuencia de ADN que codifica una
variante activa de calcineurina, en concreto, una forma de la sub-unidad calcineurina A isoforma Aα, específica de
cerebro, truncada en los dominios de unión a calmodulina y autoinhibitorio que comprende del aminoácido 1 al 390 de
la secuencia de aminoácidos de dicha calcineurina isoforma Aα (en adelante ∆CaN). Dicho vector p∆CaN expresa una
forma constitutivamente activa de calcineurina. La expresión de calcineurina se determina mediante western blot con
un anticuerpo policlonal anti- calcineurina A que detecta las formas endógena y truncada (variante activa de calcineu-
rina). Los controles se obtuvieron transfectando cultivos de astrocitos primarios de corteza cerebral de rata (3-4 días
de edad) con el vector vacío pCMV (Clontech). Al cabo de 1 día, los astrocitos fueron estimulados con LPS (1 µg/ml)
durante toda la noche o bien con TNFα (10 ng/ml) durante 30 minutos. Un grupo control no recibió estimulación.
Tras estos tiempos los astrocitos se lisaron con 250 µl de tampón de lisis (NaCl 150 mM, Tris-HC1 20 mM, pH 7,4,
1% de Nonidet P-40, aprotinina 1 mg/ml, leupeptina 1 mg/ml y florofenilmetilsulfonil 1 mg/mi). Las muestras se so-
metieron a inmunoblot tras electroforesis y transferencia a membranas de nitrocelulosa. Se incubaron las membranas
con anticuerpos primarios anti-COX-2 (Cayman, 1:1000) y anti-iNOS2 (Cell Signaling, 1:1000). Como anticuerpo
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con el compuesto quimioluminiscente ECL (Amersham). Las bandas se analizaron por densitometría (BioRad). Los
resultados pusieron de manifiesto una disminución de la densidad de las bandas cuando los astrocitos sobreexpresaban
calcineurina respecto a los controles. Estos resultados demuestran que la calcineurina astrocitaria es capaz de inhibir
la expresión de moléculas implicadas en la cascada inflamatoria tales como COX-2 e iNOS2 (Figura 1).
Ejemplo 2
Inhibición por calcineurina astrocitaria de la acumulación de ROS inducida por agentes inflamatorios en neuronas
A cultivos de astrocitos de corteza cerebral de rata transfectados con p∆CaN, descritos en el Ejemplo 1, se les
añaden neuronas de cerebelo de rata postnatal (6-7 días de edad). Los cultivos control se obtuvieron transfectando
cultivos de astrocitos primarios de corteza cerebral de rata (3-4 días de edad) con el vector vacío pCMV (Clontech).
Los cultivos fueron estimulados con LPS (1 µg/ml) durante toda la noche o con TNFα (10 ng/ml) durante 30 minutos
o con el vehículo (control). Al cabo de ese tiempo se midió la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS)
añadiendo diclorofluoresceina diacetato (DCFDA) que, ante la presencia de peróxido de hidrógeno intracelular, se
oxida y convierte en diclorofluoresceína. Después de los distintos tratamientos, las células se lavaron con DMEM
+ 1% de FCS (DMEM: Medio esencial modificado de Dulbecco; FCS: Suero de ternera fetal) y se incubaron con
DCFDA 50 mM (solución stock de 10 mM en dimetilsulfóxido) en DMEM + 1% de FCS durante 50 minutos a 37◦C.
Las células se lavaron dos veces con tampón Krebs a 37◦C. Finalmente las células se solubilizaron añadiendo NaOH
0,1 N en 50% de metanol y se agitaron durante 10 minutos. La generación de peróxido se midió en un lector de placas
para fluorescencia FLUOstar (BMG Labtechnologies GmbH, Germany), con longitudes de excitación de 485 nm, y
de emisión de 520 nm, y una ganancia de 10. Los blancos, que fueron sustraídos, fueron pocillos sin células pero
con DCFDA y procesados idénticamente. Los resultados pusieron de manifiesto que la sobreexpresión de calcineurina
en astrocitos protege a las neuronas de la acumulación de ROS, un marcador de muerte neuronal por mecanismos
inflamatorios (Figura 4).
Ejemplo 3
Reducción de la inflamación en el área que rodea a una lesión cerebral por sobreexpresión in vivo de una calcineurina
truncada en astrocitos
3.1 Generación de ratones transgénicos que sobreexpresan calcineurina truncada (ratones AIC)
Se generaron ratones transgénicos, denominados ratones AIC en esta descripción, que sobreexpresan una variante
activa de calcineurina en astrocidos, mediante cruce de unos ratones transgénicos parentales portadores de sendos
transgenes utilizando el sistema tet-off (Clontech). Para ello se prepararon previamente las correspondientes construc-
ciones génicas, una de ellas contenía la secuencia codificante del transactivador de la tetraciclina (tTA) bajo el control
del promotor de la proteína glial fibrilar ácida murina (mGFAP) y la otra conteniendo un sitio sensible a tTA (TRE)
situado inmediatamente antes del promotor mínimo de expresión en células de mamífero de citomegalovirus (CMV)
operativamente unido a dicha secuencia de nucleótidos que codifica una variante activa de calcineurina identificada
como DeltaCaN en esta descripción (Ejemplo 1).
Brevemente, 1ª la línea transgénica se generó introduciendo en ratones, por métodos convencionales de transgéne-
sis, una construcción génica que contenía el promotor de mGFAP (específico de astrocitos) controlando la expresión
del tTA. De los ratones que dieron positivo para el transgén, identificados por medio de la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR), se seleccionaron aquéllos que transmitían mejor a la progenie obteniéndose con ello la 1ª línea
transgénica.
La 2ª línea transgénica se generó introduciendo en ratones una segunda construcción de ADN que contenía un sitio
TRE sensible a tTA justo antes del promotor mínimo de expresión en células de mamífero de CMV operativamente
unido a la secuencia de nucleótidos que codifica dicha variante de calcineurina (∆CaN) que tiene la propiedad de
ser constitutivamente activa. Al activarse por TRE, el promotor dirige la expresión de dicha ∆CaN (forma mutada de
calcineurina que tiene la propiedad de ser activa de forma constitutiva). De los ratones que dieron positivo para el
transgén (identificados por PCR) se seleccionaron aquéllos que presentaban mayores niveles de expresión de ∆CaN
para utilizarlos como fundadores de la 2ª línea transgénica.
Una vez obtenidas esas dos líneas transgénicas independientes, los ratones transgénicos se cruzan entre sí para
obtener la línea doblemente transgénica (ratones AIC) que tiene la propiedad de expresar ∆CaN sólo en astrocitos,
únicamente cuando el animal tiene la tTA activa. Esta proteína se inactiva mediante la administración al animal, por
ejemplo, en el agua de bebida, de doxicilina (Dox), un análogo de tetraciclina. Los ratones AIC se seleccionan por
expresión de los transgenes (identificados por PCR de su ADN).
3.2 Efecto de la sobreexpresión en astrocitos (in vivo) de una calcineurina truncada sobre la inflamación del área
que rodea una lesión cerebral
A ratones AIC, que sobreexpresan calcineurina truncada, generados como se indica en el apartado 3.1, se les causó
un lesión consistente en un corte en la corteza cerebral siguiendo las coordenadas estereotáxicas (anteroposterior: -1,3-














ES 2 289 877 A1
The mouse brain in stereotaxic coordinates. 3 edn. Sydney 1982). Al cabo de 3 días, los animales fueron perfundidos
con paraformaldehído al 4% y se obtuvieron secciones del cerebro con un vibratomo (50 µm) donde se realizó inmu-
nofluorescencia. Brevemente, las secciones de cerebro fueron lavadas con PBT [tampón fosfato con 0,1% de Triton
X-100 y 0,1% de BSA (albúmina de suero bovino)] e incubadas con 3% de suero normal de cabra durante 30 minutos.
Después de tres lavados de 10 minutos con PBT, las secciones se incubaron con el anticuerpo primario anti-MHCII
(Serotec), que identifica a la microglía reactiva, diluido 1:1000 en PBT, durante toda la noche a 4◦C. Al día siguiente,
las células se lavaron tres veces con PBT y se incubaron durante una hora y media a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti-IgG de ratón alexa 488 (obtenido en cabra) (Molecular Probes). Después de varios lavados,
las secciones se montaron en portas gelatinizados, se deshidrataron y se montaron con DEPEX. La cuantificación del
número de células positivas en las secciones de cerebro de los animales que expresan o no calcineurina se realizó
con un microscopio confocal. Los resultados ponen de manifiesto que los ratones AIC muestran una reducción de la
reacción glial inflamatoria en el área perilesión (Figura 7), con lo que se demuestra también in vivo que la calcineurina
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REIVINDICACIONES
1. Un animal no humano transgénico caracterizado porque expresa, exclusivamente en astrocitos, una variante
activa de calcineurina.
2. Animal según la reivindicación 1, en el que dicha variante activa de calcineurina es una forma mutada de
calcineurina que carece de la totalidad o parte del dominio de unión de calmodulina y/o del dominio autoinhibitorio.
3. Animal según la reivindicación 1 ó 2, en el que dicha variante activa de calcineurina comprende del aminoácido
1 al aminoácido 390 de la secuencia de aminoácidos de la sub-unidad calcineurina A isoforma Aα.
4. Animal según la reivindicación 1, caracterizado porque es un mamífero no humano, preferentemente, un pri-
mate no humano o un roedor, más preferentemente, un ratón.
5. Animal según la reivindicación 1, en el que la expresión de dicha variante activa de calcineurina en astrocitos
está controlada por una secuencia reguladora de la transcripción que comprende un promotor específico de astrocitos
y un sistema inducible de la expresión de dicha variante activa de calcineurina.
6. Animal según la reivindicación 5, en el que dicho promotor específico de astrocitos es el promotor de la proteína
glial fibrilar ácida (GFAP).
7. Animal según la reivindicación 5, en el que dicho sistema inducible de la expresión de dicha variante de calci-
neurina comprende el sistema tet-off, el sistema tet-on, el sistema Cre-lox o el sistema Cre-tet.
8. Animal según la reivindicación 1, caracterizado porque es un ratón transgénico cuyo genoma comprende, bajo
el control del promotor de GFAP, la secuencia de nucleótidos que codifica una variante activa de calcineurina opera-
tivamente unida a un sistema inducible de la expresión in vivo de dicha variante activa de calcineurina seleccionado
entre el sistema tet-off, el sistema tet-on, el sistema Cre-lox y el sistema Cre-tet, preferentemente el sistema tet-off.
9. Empleo de un animal no humano transgénico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para:
- estudiar los mecanismos etiopatogénicos de enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinfla-
mación o alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte
neuronal, o para
- identificar enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación o alteraciones neurológicas
patológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, o para
- evaluar el curso o progresión de enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación o
alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte neuronal, o
para
- identificar y evaluar compuestos potencialmente terapéuticos frente a enfermedades neurodegenerativas
que cursan con neuroinflamación o alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que
conducen a la muerte neuronal, o para
- identificar compuestos anti-inflamatorios que actúen estimulando la calcineurina astrocitaria.
10. Un procedimiento para la identificación de un compuesto potencialmente útil para bloquear la muerte neuronal
por inflamación, basado en su capacidad de estimular la calcineurina astrocitaria, que comprende
(i) analizar, en un entorno biológico seleccionado entre un entorno biológico que expresa una variante activa
de calcineurina y un entorno biológico que no exprese calcineurina o que tenga anulada su actividad, si el
compuesto candidato tiene actividad anti-inflamatoria, y
(ii) determinar si dicha actividad anti-inflamatoria es debida a una estimulación de la calcineurina astrocitaria.
11. Procedimiento según la reivindicación 10, que comprende:
- por una parte, poner en contacto el compuesto candidato con un entorno biológico tipo salvaje (“wt”), en
donde dicho entorno biológico “wt” es un entorno biológico que comprende astrocitos tipo salvaje (“wt”),
opcionalmente en presencia de un agente inflamatorio, y determinar el efecto anti-inflamatorio de dicho
compuesto en dicho entorno biológico “wt” mediante la determinación de los niveles de marcadores de
muerte neuronal por mecanismos inflamatorios;
- por otra parte, pone en contacto el compuesto candidato con un entorno biológico “control de calcineurina”,
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trol positivo de calcineurina”, que comprende astrocitos que expresan una variante activa de calcineurina,
y un entorno biológico “control negativo de calcineurina”, que comprende astrocitos donde la actividad de
la calcineurina esté inhibida, opcionalmente en presencia de un agente inflamatorio, y determinar el efec-
to anti-inflamatorio de dicho compuesto en dicho entorno biológico “control de calcineurina” mediante la
determinación de los niveles de marcadores de muerte neuronal por mecanismos inflamatorios;
- comparar los niveles de marcadores de muerte neuronal de dicho compuesto candidato determinados en
dicho entorno biológico “wt” con los obtenidos en dicho entorno biológico “control de calcineurina” y/o
con los obtenidos en controles no tratados con dicho compuesto; y
- comprobar que el efecto anti-inflamatorio del compuesto candidato es debido a una estimulación de la
calcineurina astrocitaria.
12. Procedimiento según la reivindicación 11, en el que dicho entorno biológico “wt” se selecciona entre (i) un
cultivo de astrocitos “wt” que expresan calcineurina astrocitaria “wt”, (ii) un co-cultivo que comprende astrocitos “wt”
que expresan calcineurina astrocitaria “wt” y neuronas, y (iii) un animal no humano “wt” que contiene astrocitos “wt”
que expresan calcineurina astrocitaria “wt”.
13. Procedimiento según la reivindicación 11, en el que dicho entorno biológico “control positivo de calcineurina”
se selecciona entre (i) un cultivo de astrocitos que expresan una variante activa de calcineurina, (ii) un co-cultivo
que comprende neuronas y astrocitos que expresan una variante activa de calcineurina, y (iii) un animal no humano
transgénico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
14. Procedimiento según la reivindicación 11, en el que dicho entorno biológico “control negativo de calcineurina”
comprende astrocitos que expresan una forma mutada no funcional dominante de calcineurina astrocitaria o astrocitos
que no expresan calcineurina, preferentemente, (i) un cultivo de astrocitos que no expresan calcineurina, (ii) un co-
cultivo que comprende neuronas y astrocitos que no expresan calcineurina, o (iii) un animal no humano transgénico
que no expresa calcineurina en astrocitos.
15. Procedimiento según la reivindicación 11, en el que el efecto anti-inflamatorio del compuesto candidato en
un entorno biológico seleccionado entre un entorno biológico que comprende un cultivo de astrocitos que expresan
calcineurina astrocitaria “wt”, un entorno biológico que comprende un cultivo de astrocitos que expresan una variante
activa de calcineurina, y un entorno biológico que comprende un cultivo de astrocitos con la calcineurina inhibida,
se determina, en presencia de un agente inflamatorio, valorando los niveles de expresión de, al menos, una proteína
inflamatoria, opcionalmente en presencia de un inhibidor de calcineurina.
16. Procedimiento según la reivindicación 11, en el que el efecto anti-inflamatorio del compuesto candidato en un
entorno biológico seleccionado entre un entorno biológico que comprende un co-cultivo de neuronas y astrocitos que
expresan calcineurina astrocitaria “wt”, un entorno biológico que comprende un co-cultivo de neuronas y astrocitos
que expresan una variante activa de calcineurina, y un entorno biológico que comprende un co-cultivo de neuronas y
astrocitos con la calcineurina inhibida, se determina, en presencia de un agente inflamatorio, valorando la superviven-
cia de las neuronas.
17. Procedimiento según la reivindicación 11, en el que el efecto anti- inflamatorio del compuesto candidato
en un entorno biológico seleccionado entre un animal no humano “wt” que contiene astrocitos “wt”, un animal
no humano transgénico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y un animal no humano transgénico que
no expresa calcineurina astrocitaria, al que se le ha administrado un agente inflamatorio, se determina, valorando
los niveles de expresión de, al menos, una proteína inflamatoria, opcionalmente en presencia de un inhibidor de
calcineurina.
18. Procedimiento según la reivindicación 11, en el que el efecto anti- inflamatorio del compuesto candidato en un
entorno biológico seleccionado entre un animal no humano “wt” que contiene astrocitos “wt”, un animal no humano
transgénico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y un animal no humano transgénico que no expresa calci-
neurina astrocitaria, al que se le ha causado una lesión traumática en el cerebro, se determina midiendo el volumen de
la lesión en la zona perilesión.
19. Procedimiento según la reivindicación 11, en el que la comprobación de si el efecto anti-inflamatorio del com-
puesto candidato es debido a una estimulación de la calcineurina astrocitaria se lleva a cabo determinando los niveles
de marcadores de muerte neuronal por mecanismos inflamatorios en presencia de un inhibidor de la calcineurina
astrocitaria.
20. Una composición farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto an-
tagonista de los procesos de muerte neuronal por inflamación seleccionado entre calcineurina y un activador de la
calcineurina astrocitaria, y, opcionalmente, un excipiente farmacéuticamente aceptable.
21. Composición según la reivindicación 20, que comprende un vector y un compuesto antagonista de los procesos
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22. Empleo de calcineurina o un activador de calcineurina astrocitaria en la elaboración de una composición far-
macéutica para el tratamiento o profilaxis de enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamación y/o
alteraciones patológicas neurológicas ocasionadas en mamíferos, preferentemente en humanos, por inflamación que
conducen a la muerte neuronal.
23. Empleo según la reivindicación 22, en donde dichas enfermedades neurodegenerativas que cursan con neu-
roinflamación o dichas alteraciones neurológicas patológicas ocasionadas por inflamación que conducen a la muerte
neuronal comprenden la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la en-
fermedad inflamatoria cerebral, la esclerosis múltiple, la esclerosis lateral amiotrófica, la isquemia o infarto cerebral,
la demencia asociada al HIV, las lesiones cerebrales y espinales traumáticas, el traumatismo craneal, el traumatismo
cráneo-encefálico, el accidente vascular cerebral (ictus), el infarto o isquemia cerebral, o la enfermedad de Creutzfeld-
Jacob.
24. Un vector que comprende la secuencia de nucleótidos codificante de una variante activa de calcineurina bajo
el control de un promotor.
25. Vector según la reivindicación 24, en el que dicha variante activa de calcineurina es una forma mutada de
calcineurina que carece de la totalidad o parte del dominio de unión de calmodulina y/o del dominio autoinhibitorio.
26. Vector según la reivindicación 24 ó 25, en el que dicha variante activa de calcineurina comprende del aminoá-
cido 1 al aminoácido 390 de la secuencia de aminoácidos de la sub-unidad calcineurina A isoforma Aα.
27. Vector según la reivindicación 24, en el que dicho promotor es un promotor viral funcional en células de
mamífero, preferentemente, un promotor de citomegalovirus (CMV).
28. Vector según la reivindicación 24, en el que dicho promotor es un promotor específico de astrocitos, preferen-
temente, el promotor de la proteína glial fibrilar ácida (GFAP).
29. Un cultivo de astrocitos que comprende astrocitos transfectados con un vector según cualquiera de las reivin-
dicaciones 24 a 28.
30. Un co-cultivo que comprende un cultivo de astrocitos según la reivindicación 29 y neuronas.
31. Un vector que comprende la secuencia de nucleótidos codificante de una forma mutada no funcional dominante
de calcineurina astrocitaria bajo el control de un promotor.
32. Vector según la reivindicación 30, en el que dicho promotor es un promotor viral funcional en células de
mamífero, preferentemente, un promotor de citomegalovirus (CMV).
33. Vector según la reivindicación 31, en el que dicho promotor es un promotor específico de astrocitos, preferen-
temente, el promotor de la proteína glial fibrilar ácida (GFAP).
34. Un vector que comprende calcineurina o un activador de calcineurina astrocitaria.
35. Un método para obtener un modelo animal no humano de una enfermedad neurodegenerativa que comprende
cruzar un animal no humano transgénico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, con un animal de la misma
especie, bien tipo salvaje (wt) o bien manipulado genéticamente con genes implicados en enfermedades neurodegene-
rativas, y separar los animales útiles como modelos animales de enfermedades neurodegenerativas.
36. Animal no humano obtenible mediante el método de la reivindicación 35.
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